Efeito dos organoestânicos sobre a atividade transcricional de receptores nucleares, adipogênese e inflamação em células de mamíferos by Lacerda, Mariella Guimarães














EFEITO DOS ORGANOESTÂNICOS SOBRE A ATIVIDADE TRANSCRICIONAL 
DE RECEPTORES NUCLEARES, ADIPOGÊNESE E INFLAMAÇÃO  


















UNIVERSIDADE DE BRASÍLIA 
FACULDADE DE CIÊNCIAS DA SAÚDE 










EFEITO DOS ORGANOESTÂNICOS SOBRE A ATIVIDADE TRANSCRICIONAL 
DE RECEPTORES NUCLEARES, ADIPOGÊNESE E INFLAMAÇÃO  





Tese apresentada como requisito parcial para a 
obtenção do título de Doutor em Ciências da Saúde 
pelo Programa de Pós-Graduação em Ciências da  
Saúde da Universidade de Brasília                   
 
                                                  
 
 
Orientadora: Profa. Dra. Marie Togashi 










EFEITO DOS ORGANOESTÂNICOS SOBRE A ATIVIDADE TRANSCRICIONAL DE 
RECEPTORES NUCLEARES, ADIPOGÊNESE E INFLAMAÇÃO  
EM CÉLULAS DE MAMÍFEROS 
 
 
Tese apresentada como requisito parcial para a 
obtenção do título de Doutor em Ciências da Saúde 
pelo Programa de Pós-Graduação em Ciências da  
Saúde da Universidade de Brasília                   
 
                                                  
BANCA EXAMINADORA 
 
Profa. Dra. Marie Togashi (Presidente) 
Universidade de Brasília 
 
Profa. Dra. Adriana Lofrano Alves Porto 
Universidade de Brasília 
 
Profa. Dra. Maria de Fátima Borin 
Universidade de Brasília 
 
Prof. Dr. Luiz Cláudio Gonçalves de Castro 
Universidade de Brasília 
 
Prof. Dr. Ranieri Rodrigues de Oliveira 
Centro Universitário de Brasília 
 
Profa. Dra. Flora Aparecida Milton (Suplente) 













Aos meus pais, Jayme (in memoriam) e Maria Angélica, pelo amor incondicional e 
por nunca terem poupado esforços para investir na minha educação.  




Ao meu grande amor Aurélio, jamais conseguirei expressar com palavras toda a 
gratidão e admiração que sinto por você. Obrigada simplesmente por existir, me 




À minha irmã Marcela, minha melhor amiga e companheira de toda a vida.  
Obrigada pela amizade, conselhos, risadas e por me compreender tão bem,  












À Marie Togashi, que além de orientadora, se tornou uma grande amiga. 
Obrigada por ter acreditado em mim, ter aberto as portas do laboratório e me 
inserido nesse maravilhoso mundo molecular. Foram inúmeros ensinamentos ao 
longo desses anos e, sem dúvida alguma, saio desta longa caminhada com um 
enorme crescimento profissional e pessoal. Devo muito desta conquista a você! 
Ao meu co-orientador Professor Francisco de Assis Rocha Neves, pela 
oportunidade de trabalhar com você e por ter sido um exemplo profissional. Admiro 
muito os seus conhecimentos e agradeço pelos ensinamentos e sábios conselhos 
nos momentos mais difíceis.  
À Flora minha grande amiga, e guerreira incansável, você não imagina o 
quanto admiro a sua competência. Sua amizade foi o maior presente ao longo do 
doutorado. Obrigada por poder contar sempre com você, pelas boas risadas que 
damos juntas e por toda a nossa cumplicidade. Agradeço o imenso apoio 
profissional, sua generosidade em compartilhar todos os seus conhecimentos e 
todos os ensinamentos, não tenho palavras para descrever a minha gratidão. 
À Rilva, por todos os ensinamentos desde os primeiros passos na longa 
caminhada nesta nova área. Agradeço também pela amizade e paciência e por 
sempre estar disponível quando precisei de você. 
À Angélica Amorim Amato, exemplo de profissional e ser humano, que cativa 
a todos com a sua inteligência e generosidade. Obrigada por acreditar no meu 
potencial e pelas oportunidades disponibilizadas. Minha eterna gratidão por ter me 
ajudado a superar difíceis obstáculos pessoais.  
À Michella Soares Coelho, por ter se disponibilizado em me ajudar e por todo 
o tempo dedicado à minha formação. Agradeço o apoio no desenvolvimento do 
projeto do GQ-16. 
Aos professores do Laboratório de Farmacologia Molecular (Farmol): Adriana 
Lofrano Alves Porto, Carine Royer, Djane Braz Duarte, Guilherme Martins Santos, 
Luiz Alberto Simeoni e Maria de Fátima Borin. Cada um de vocês contribuiu para a 
minha formação, muito obrigada por todos os ensinamentos! 
À todos os meus colegas do Farmol: Adria, Alexandre, Bruna, Carolina, 
Caroline, Cínthia, Fernanda, Henrique, Isabel, Kaian, Natália, Olívia, Pedro, Sidney e 
Simone. Agradeço os momentos descontraídos que passamos juntos e por tornarem 
o dia a dia mais leve...  
Ao Henrique Rodrigues de Oliveira pela imensa colaboração na 
fotodocumentação das placas de cultura de células. 
Ao Luciano, técnico do Farmol, por trabalhar nos bastidores e colaborar para 
a realização dos nossos trabalhos. 
Aos meus sogros Marco Tulio e Marlis, por terem me acolhido na nova família 
e por todo o apoio e torcida em todos os momentos desta caminhada. 
À Gisele, ao Rodrigo e ao meu afilhado Francisco, que mais que amigos, se 
tornaram parte da minha família! Agradeço por todos os excelentes momentos que 
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Devido ao acelerado crescimento econômico e industrial das últimas décadas, 
os efeitos dos poluentes ambientais sobre a saúde humana e de outros animais vem 
se tornando uma preocupação mundial. O mecanismo de ação de muitas destas 
substâncias ainda não foi esclarecido, mas já se sabe, por exemplo, que várias 
delas possuem atividade desreguladora endócrina (DE). Os DEs são compostos 
exógenos capazes de interferir no funcionamento do sistema endócrino e, além 
disso, dados de estudos recentes demonstram que muitos destes DEs também são 
potencialmente obesogênicos. Essa característica aumenta ainda mais o interesse 
por se explorar esses compostos, visto que a obesidade é uma epidemia mundial 
que predispõe o desenvolvimento de uma série de outras doenças, tais como 
diabetes mellitus tipo 2, dislipidemias e hipertensão arterial sistêmica.  
Durante o doutorado desenvolvi um trabalho com um tipo de poluente 
ambiental pertencente à classe dos organoestânicos, os compostos de 
dibutilestanho (DBT). Os DBTs são amplamente utilizados na fabricação de 
materiais plásticos derivados do PVC (policloreto de polivinila), o que faz com que os 
seres humanos estejam constantemente em contato com os mesmos. Os resultados 
deste estudo mostraram que os DBTs são agonistas dos receptores nucleares 
PPARγ (receptor ativado por proliferadores peroxissomais do tipo gama) e RXRα 
(receptor retinóide X do tipo alfa) e que possuem atividade DE promovendo a 
adipogênese em células 3T3-L1. Esperamos que, juntamente com outros estudos, 
esses resultados ajudem a compreender como esses compostos podem afetar a 
saúde humana. 
Os resultados parciais desta pesquisa com os organoestânicos foram 
apresentados em 2015 no Endocrine Society Annual Meeting (ENDO 2015) e agora, 
com o trabalho finalizado, a expectativa é que o mesmo seja publicado em periódico 
científico. 
Um outro trabalho que desenvolvi durante o doutorado foi com o GQ-16, um 
agonista parcial do PPARγ que promove a melhora da resistência à insulina sem 
provocar ganho de peso. O objetivo deste estudo foi investigar os efeitos deste novo 
ligante sintético de PPARγ sobre a expressão de genes no coração de 
camundongos com obesidade e resistência à insulina induzidas por dieta. Pelo fato 
das tiazolidinadionas (TZDs) aumentarem o risco de mortes por causas 
cardiovasculares, optou-se por se comparar os mecanismos de ação de um agonista 
total (rosiglitazona, uma TZD) e um parcial (GQ-16) na tentativa de ajudar a elucidar 
os efeitos de ligantes de PPARγ neste tecido. 
Este estudo com o GQ-16 encontra-se em andamento e os resultados 
parciais, expostos no Apêndice B deste documento, também foram apresentados em 
2015 no Endocrine Society Annual Meeting (ENDO 2015).  
Atualmente, também estou inserida em um projeto de pesquisa com o intuito 
de investigar as interações medicamentosas entre fármacos convencionais e as 
espécies vegetais constantes na Relação Nacional de Plantas Medicinais de 
Interesse do Sistema Único de Saúde (RENISUS). Este estudo encontra-se em 
andamento e, dentre outros objetivos, está incluída a investigação da atividade 
agonista ou antagonista destes extratos no PXR (receptor pregnano X). 
RESUMO 
 
Os organoestânicos são um grupo de compostos formados por um átomo de 
estanho ligado covalentemente a um ou mais grupamentos orgânicos. Dentre estes, 
o mais estudado é o cloreto de tributilestanho (TBT), um poluente ambiental com 
atividade desreguladora endócrina. No entanto, há poucos estudos com outros 
organoestânicos, como por exemplo, os dibutilestanho (DBT). O objetivo deste 
estudo foi investigar o efeito do diacetato, dicloreto, dilaurato e maleato de DBT 
sobre a atividade transcricional dos receptores nucleares PPARγ e RXRα e sobre a 
adipogênese e a inflamação em cultura de células de mamíferos. De forma 
semelhante ao cloreto de TBT, em ensaios de gene repórter, foi observado que o 
diacetato, o dicloreto, o dilaurato e o maleato de DBT são agonistas parciais do 
PPARγ. Ao contrário do cloreto de TBT, agonista total do RXRα, o dicloreto e o 
dilaurato de DBT são agonistas parciais do RXRα. Além disso, a introdução da 
mutação C285S, que impede a ligação do cloreto de TBT ao PPARγ, aboliu a 
atividade transcricional deste receptor induzida por todos os compostos, sugerindo 
que eles se ligam ao PPARγ de modo similar ao cloreto de TBT. Em pré-adipócitos 
3T3-L1, todos os DBTs induziram a adipogênese via PPARγ, embora em menor 
intensidade que a rosiglitazona e o cloreto de TBT. Este efeito foi confirmado pela 
expressão dos marcadores adipogênicos Fabp4, Adipoq e Glut4. O co-tratamento 
das células 3T3-L1 com os DBTs e o T0070907, antagonista específico de PPARγ, 
reduziu o acúmulo lipídico, sugerindo que este efeito adipogênico ocorre via PPARγ. 
Além disso, o dicloreto, o dilaurato e o maleato de DBT reprimiram a expressão de 
genes associados à resposta inflamatória, tais como o Dcn, Fn1 e Vcam1, apesar 
desses efeitos terem sido menos intensos que o da rosiglitazona e do cloreto de 
TBT. De maneira interessante, em células RAW 264.7, apenas o cloreto de TBT e o 
dilaurato de DBT diminuíram a expressão de TNFα induzida por LPS. Esses 
achados mostram que o diacetato, o dicloreto, o dilaurato e o maleato de DBT são 
agonistas parciais do PPARγ. Ainda, o cloreto de TBT e os compostos de DBT 
induzem a adipogênese e reprimem genes associados à resposta inflamatória em 
cultura de células de mamíferos. 
Palavras-chave: receptor ativado por proliferadores peroxissomais do tipo gama; 
receptor retinóide X do tipo alfa; tributilestanho; dibutilestanho; adipogênese; genes 
associados à resposta inflamatória 
ABSTRACT 
 
Organotins is a group of different chemical compounds that have a tin atom 
covalently bound to one or more organic groups. The best studied organotin is 
tributyltin chloride (TBT chloride) which is environmental pollutant and an endocrine 
disruptor. However, there are few studies with other organotin compounds, such as 
dibutyltin (DBT). The aim of this study was to investigate the effect of DBTs 
diacetate, dichloride, dilaurate, and maleate on the transcriptional activity of the 
nuclear PPARγ and RXRα receptors, and on adipogenesis and inflammation in 
mammalian cell cultures. Analogous to TBT chloride, in reporter gene assay, it was 
observed that DBTs diacetate, dichloride, dilaurate, and maleate are partial agonists 
of PPARγ. Unlike TBT chloride, which is a full agonist of RXRα, DBTs dichloride, and 
dilaurate are partial RXRα agonists. Additionally, the introduction of the C285S 
mutation, which disrupts TBT chloride binding to PPARγ, abrogated the DBTs 
compounds transcription activity, suggesting that these compounds binds to PPARγ 
in the same binding pocket as TBT chloride. In preadipocytes 3T3-L1 cells, all DBTs 
induced adipogenesis in a PPARγ-dependent manner, although slighter than 
rosiglitazone and TBT chloride. This effect was confirmed by the expression of 
adipogenic markers such as Fabp4, Adipoq, and Glut4. Co-treatment of 3T3-L1 cells 
with DBTs and T0070907, a specific PPARγ antagonist, reduced fat accumulation, 
suggesting that this adipogenic effect occurs through PPARγ. Furthermore, DBTs 
dichloride, dilaurate, and maleate inhibited the expression of inflammatory response-
related genes such as Dcn, Fn1, and Vcam1, even though these effects were weaker 
than rosiglitazone and TBT chloride. Interesting, in RAW 264.7 cells, TNFα 
expression induced by LPS was diminished only by TBT chloride and DBT dilaurate. 
These findings indicate that DBTs diacetate, dichlorate, dilaurate, and maleate are 
PPARγ partial agonists. Furthermore, TBT chloride and DBTs compounds induce 
adipogenesis and repress inflammatory response-related genes in mammalian cell 
cultures.  
Keywords: peroxisome proliferator activated receptor gamma; retinoid X receptor 
alpha; tributyltin; dibutyltin; adipogenesis; inflammatory response-related genes 
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1 INTRODUÇÃO  
 
 
Após a Segunda Guerra Mundial, uma grande “revolução química sintética” 
vem ocorrendo e causando uma significativa transformação no ambiente no qual 
vivem diferentes espécies (1, 2). Desde então, uma série de produtos químicos têm 
sido produzidos e espalhados no meio ambiente fazendo com que os humanos e 
diversos animais, convivam, quase que obrigatoriamente, com essas substâncias 
(3).  
Ainda não se sabe quais são os efeitos da maioria desses compostos sobre o 
funcionamento de sistemas biológicos. Entretanto, eles são considerados potenciais 
fontes causadoras de danos aos seres vivos devido a algumas de suas propriedades 
como lipossolubilidade, estabilidade química, degradação lenta, toxicidade e 
bioacumulação (3-5). Além disso, também há evidências de que várias destas 
substâncias interferem no funcionamento do sistema endócrino, atuando como 
desreguladores endócrinos (DEs) (3). 
A estrutura química dos DEs é bastante variada, no entanto eles possuem 
algumas características comuns como, hidrofobicidade, alta solubilidade em lipídeos 
e tamanho reduzido, em geral com massa molecular máxima de 1000 Daltons (3, 5). 
Grande parte dos DEs exercem seus efeitos via membros da superfamília de 
receptores nucleares, tais como os receptores de estrógeno (ERα e ERβ), de 
progesterona (PR), de glicocorticóide (GR), do hormônio tireoidiano (TRα e TRβ), 
receptores retinóide do tipo X (RXRα, β e γ) e os receptores ativados por 
proliferadores peroxissomais (PPARα, β/δ e γ) (6).  
Inclusive, muitos desses DEs são considerados potenciais obesogênicos por 
causarem hiperplasia e/ou hipertrofia de adipócitos e, desta forma, promoverem a 
obesidade (7, 8). 
Em 2002, surgiram os primeiros trabalhos sugerindo que, juntamente com 
outros fatores, pode haver uma associação entre o crescimento da incidência da 
obesidade e o aumento da presença de diversos produtos químicos no meio 
ambiente (9). A partir daí, vários outros estudos foram realizados, tanto em modelos 
animais (10, 11) quanto em humanos (12-14) demonstrando que uma série de 
compostos químicos são capazes de induzir a adipogênese podendo contribuir para 
o desenvolvimento da obesidade e dos distúrbios associados a esta doença, tais 
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como o diabetes mellitus tipo 2, a resistência à insulina e a dislipidemia. 
O cloreto de tributilestanho (TBT) é um dos DEs potencialmente obesogênico 
mais encontrados no meio ambiente e um dos mais pesquisados (15). Este 
composto já foi amplamente utilizado como pintura anti-incrustante em barcos, 
navios e estaleiros (16). Entretanto, seu uso foi proibido em 2008 devido aos seus já 
comprovados riscos para os ecossistemas marinhos (17, 18). Atualmente, é usado 
como estabilizador na fabricação do policloreto de polivinila (PVC) e também como 
catalisador em diversos processos industriais (19). Os resultados de diversos 
estudos mostram que a exposição ao cloreto de TBT induz a adipogênese em 
cultura de células, por meio da ativação do receptor ativado por proliferadores 
peroxissomais do tipo gama (PPARγ) (20, 21). Além disso, provoca em modelos 
animais, dentre outros efeitos, esteatose hepática, ganho de peso corporal, 
hiperinsulinemia e aumento da massa do tecido adiposo visceral (22, 23). 
O dibutilestanho (DBT) é um outro exemplo de poluente ambiental que 
pertence ao grupo dos organoestânicos (24). Os DBTs são utilizados, 
principalmente, como estabilizadores e catalisadores na fabricação de materiais 
plásticos e de borracha, mas também como biocidas. Com todas essas aplicações, 
podem ser encontrados em diversos produtos amplamente utilizados pelos seres 
humanos, tais como canos de água, pneus, roupas, pisos, luvas, embalagens 
alimentares dentre outros (25-27).  
Assim como o cloreto de TBT, o dicloreto de DBT é potencialmente 
hepatotóxico (28), imunotóxico (29) e neurotóxico (30). Porém, ao contrário do 
cloreto de TBT, há poucos trabalhos que investigaram os efeitos biológicos 
decorrentes da exposição aos compostos de DBT. Além disso, quando realizados 
são focados principalmente em apenas um tipo, no dicloreto de DBT. 
Baseado no que foi exposto, a proposta deste trabalho foi buscar 
compreender alguns dos mecanismos moleculares e celulares envolvidos na ação 
de quatro tipos de DBTs, o diacetato, o dicloreto, o dilaurato e o maleato de DBT, 
compostos com os quais os seres humanos estão frequentemente em contato e que 






APÊNDICE B – EFEITO DO GQ-16 SOBRE A EXPRESSÃO DE GENES NO 
CORAÇÃO DE CAMUNDONGOS COM OBESIDADE E RESISTÊNCIA À 






O diabetes mellitus (DM) é uma das maiores causas de mortalidade e 
morbidade mundial. Atualmente, estima-se que cerca de 415 milhões de pessoas 
em todo o mundo sejam portadoras de DM, sendo que 90% desta população 
diabética está acometida pelo diabetes mellitus tipo 2 (DM2) (1-3). 
Segundo a Sociedade Americana de Diabetes, o DM2 é uma doença 
metabólica caracterizada por uma deficiência (geralmente relativa) na ação da 
insulina, o que acaba causando a hiperglicemia. Entretanto, esta doença não está 
associada apenas a um desequilíbrio na homeostase da glicose. O DM2 também 
pode causar sérias complicações nos olhos e nos tecidos cardiovascular, nervoso, 
renal e esquelético (3, 4). 
O tratamento do DM2 inclui modificações nos hábitos de vida dos pacientes, o 
uso de fármacos e, em alguns casos, a administração de insulina. Os agentes anti-
hiperglicemiantes pertencentes à classe das tiazolidinadionas (TZDs) tais como a 
rosiglitazona, a pioglitazona e a troglitazona são exemplos de fármacos que foram 
amplamente utilizadas no controle do DM2 (5). Entretanto, o uso destes foi suspenso 
em diversos países, incluindo o Brasil, em decorrência dos graves efeitos adversos 
causados por eles, como o aumento do risco de infarto do miocárdio e de mortes por 
causas cardiovasculares (6). O uso de TZDs também está associado a uma maior 
fragilidade óssea (7) e ganho de massa corporal (5). 
As TZDs são agonistas totais dos receptores ativados por proliferadores 
peroxissomais do tipo γ (PPARγ) (8) e estes fármacos acabam superativando este 
receptor e potencializando tanto os efeitos benéficos quanto os maléficos 
decorrentes da ativação desta isoforma (5, 9). Devido a isso, é crescente o interesse 
de se estudar os efeitos de ligantes parciais com o intuito de ativar o PPARγ sem 
causar tantos efeitos adversos (9-13).  
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Nesta tendência, pesquisadores do Laboratório de Farmacologia Molecular da 
Universidade de Brasília em parceria com outros colaboradores mostraram o efeito 
de um novo ligante sintético do PPARγ, o GQ-16. Este composto, um agonista 
parcial do PPARγ, aumentou a sensibilidade à insulina, porém, sem promover o 
ganho de peso (10).  
A diminuição da resistência à insulina juntamente com uma menor atividade 
adipogênica causadas por este composto são resultados bastante promissores que 
levantam a questão se outros efeitos adversos decorrentes do uso de TZDs também 
são minimizados pelo GQ-16, como por exemplo, os causados no coração. 
Baseado nestes achados, o objetivo deste estudo foi investigar o mecanismo 
de ação do GQ-16 sobre a expressão de genes no coração de camundongos com 
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Dentre os efeitos adversos que contribuíram para que as TZDs fossem 
retiradas do mercado, no Brasil e na Europa (14, 15), está o fato do uso destes 
fármacos estar associado a um maior índice de mortalidade cardíaca nos pacientes 
DM2 (5, 9).  
Uma meta-análise que avaliou 42 estudos mostrou que os pacientes 
diabéticos que fazem uso de rosiglitazona, tiveram um aumento no risco de infarto 
do miocárdio e também de morte por causas cardiovasculares (6). 
Também há um trabalho que comparou o efeito das TZDs e de outros 
fármacos anti-hiperglicemiantes (como por exemplo, insulina, metformina e 
sulfoniluréia) no índice de mortalidade cardíaca em pacientes diabéticos. Na 
população estudada, o tratamento com TZDs, mais especificamente com a 
rosiglitazona, estava associado a um maior risco de desenvolvimento de 
insuficiência cardíaca, infarto agudo do miocárdio e mortalidade em comparação ao 
uso de outros agentes anti-hiperglicemiantes (16).  
Outro estudo, observacional e retrospectivo, verificou os efeitos da 
rosiglitazona e da pioglitazona no risco de morte por causas cardiovasculares de 
pacientes diabéticos. Os resultados mostraram que em comparação com a 
pioglitazona, a prescrição da rosiglitazona estava associada a um maior risco de 
infarto agudo do miocárdio, insuficiência cardíaca e todas as outras causas de 
mortalidade de indivíduos diabéticos com idade superior a 65 anos (17). 
A principal causa do aumento da mortalidade cardíaca em pacientes DM2 que 
fazem o uso de TZD é o fato destes fármacos aumentarem a retenção de fluidos (9). 
Isso de fato acontece e, em 2005, Zhang e colaboradores demonstraram que o 
aumento da retenção hídrica realmente ocorre via PPARγ. Neste estudo, em 
comparação ao tratamento com veículo, a rosiglitazona não aumentou o volume 
plasmático de camundongos transgênicos com knockout de PPARγ nos túbulos 
coletores renais. Entretanto, esse resultado não foi observado nos animais do grupo 
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controle tratados com este mesmo composto, que apresentaram um maior volume 
plasmático (18). 
Apesar de estudos indicarem que o uso das TZDs aumenta o risco de 
mortalidade por eventos cardiovasculares principalmente devido à maior retenção 
hídrica, alguns resultados indicam que outros aspectos também podem contribuir 
para os efeitos negativos destes fármacos no coração.  
Um estudo bastante interessante realizado em 2009 mostrou que pacientes 
DM2 tratados com TZDs possuem maior expressão de PPARγ no miocárdio em 
comparação aos diabéticos que não fazem uso de tais fármacos. Esta informação é 
extremamente importante, já que os níveis de expressão de PPARγ são baixos no 
coração, sendo o PPARα a isoforma mais expressa nesse tecido (19). Nesse 
estudo, foram avaliadas amostras do miocárdio de pacientes diabéticos submetidos 
à cirurgia de troca de válvula devido à estenose mitral. Também foi detectada a 
infiltração de lipídeos em 85% das amostras de tecido cardíaco de pacientes 
tratados com TZDs e em apenas 10% dos tecidos de indivíduos não tratados com 
estes fármacos. Estes resultados indicam que a ativação do PPARγ em 
cardiomiócitos pode ter induzido a adipogênese e/ou o acúmulo de lipídeos no 
miocárdio (20).  
Os trabalhos com animais também vêm ajudando a compreender o papel do 
PPARγ nas células musculares cardíacas. Camundongos transgênicos com 
knockout de PPARγ nos cardiomiócitos tiveram hipertrofia cardíaca, mas sem 
alterações na função sistólica. O tratamento com rosiglitazona também provocou 
hipertrofia cardíaca tanto nos animais do grupo controle quanto nos transgênicos 
(porém, em um grau menor), demonstrando que este mecanismo pode ser 
parcialmente independente da ativação do PPARγ expresso em cardiomiócitos (21). 
Já em um modelo oposto, camundongos transgênicos que superexpressavam 
PPARγ em cardiomiócitos apresentaram cardiomiopatia dilatada e também maior 
acúmulo de lipídeos (triglicerídeos e ácidos graxos livres) no tecido cardíaco em 
comparação aos camundongos selvagens (22). 
Além disso, experimentos realizados no Laboratório de Farmacologia 
Molecular da Universidade de Brasília indicam que células mesenquimais derivadas 
do tecido cardíaco possuem potencial de se diferenciarem em adipócitos. Neste 
ensaio, fibroblastos isolados do coração de macacos (gênero Callithrix) e cultivados 
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em meio indutor para adipogênese foram capazes de se diferenciarem em 
adipócitos (23). 
Há também informações provenientes do Centro de Diabetes da Universidade 
da Califórnia (Diabetes Center, University of California, San Francisco, EUA) de que 
pacientes DM2, submetidos a transplante cardíaco e que faziam uso de TZDs 
apresentavam um aumento da adipogênese e/ou acúmulo de lipídeos no coração 
(24). 
Diante de tudo o que foi exposto, o desenvolvimento de moduladores 
seletivos de PPARγ, como por exemplo, de agonistas parciais desta isoforma de 
PPAR, capazes de regular a glicemia e causar o mínimo de efeitos adversos, parece 




2.2 GQ-16, NOVO LIGANTE DE PPARγ 
 
 
Em 2012, um grupo de pesquisadores do Laboratório de Farmacologia 
Molecular da Universidade de Brasília em parceria com outros colaboradores, 
demonstrou que um novo composto, o GQ-16 (5-(5-bromo-2-methoxybenzylidene)-
3-(4-methyl-benzyl)-thiazolidine-2,4-dione), um ligante específico da isoforma do tipo 
γ do PPAR, diminuiu a resistência à insulina, porém sem provocar o ganho de peso. 
O aumento da massa corporal é um dos efeitos observados em decorrência da 
ativação do PPARγ pelas TZDs e, neste estudo, este efeito não foi observado. A 
seguir são apresentados a estrutura química deste composto em comparação a 








Figura 1. Estrutura química do GQ-16 comparado com as TZDs rosiglitazona e pioglitazona. 
(Figura adaptada de: Amato AA, Rajagopalan S, Lin JZ, Carvalho BM, Figueira ACM, Lu J, et al. GQ-
16, a Novel Peroxisome Proliferator-activated Receptor γ (PPARγ) Ligand, Promotes Insulin 
Sensitization without Weight Gain. Journal of Biological Chemistry. 2012;287(33):28169-79 (10)). 
 
 
Ensaios de transfecção e gene repórter demonstraram que este composto, 
mesmo em doses elevadas, atinge cerca de um terço da ativação máxima alcançada 
com rosiglitazona, o que o caracteriza como um ligante parcial fraco do PPARγ. 
Experimentos in vitro também indicaram que o GQ-16 promove uma interação 
menor entre o PPARγ e seu co-ativador SRC-1 (co-ativador 1 do receptor de 
esteróide), quando comparado com a troglitazona (10).  
Neste mesmo estudo, em células NIH-3T3-L1 (pré-adipócitos) e C3H10T1/2 
(células embrionárias de camundongos não comprometidas com a diferenciação 
adipocitária), modelos nos quais já está bem estabelecido que a diferenciação de 
adipócitos é dependente da ativação de PPARγ, o GQ-16 reduziu a adipogênese em 
comparação às amostras tratadas com rosiglitazona. E estes resultados foram 
confirmados nos modelos in vivo: camundongos com obesidade induzida por dieta 
hiperlipídica tratados tanto com rosiglitazona quanto com GQ-16 tiveram aumento da 
sensibilidade à insulina. Entretanto, o ganho de peso verificado pelos animais 
tratados com TZD não foi observado naqueles que receberam GQ-16. Além disso, 
nestes mesmos animais, o GQ-16 não aumentou a retenção hídrica, como ocorreu 
quando foi administrada rosiglitazona (10). 
Com o intuito de tentar compreender o mecanismo de ação do GQ-16, 
estudos de dinâmica molecular foram realizados e os resultados demonstraram que 
o modo como este novo composto se liga ao receptor se difere da maneira como as 
TZDs o fazem. As TZDs, agonistas totais do PPARγ, interagem diretamente com a 
hélice 12, localizada no LBD do receptor. A ligação das TZDs provoca uma ampla 
mudança conformacional e esta alteração cria, na superfície do receptor, uma região 
hidrofóbica que possui alta afinidade a proteínas co-ativadoras, aumentando então a 
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atividade transcricional (25, 26). Já o GQ-16 não interage diretamente com a hélice 
12, a ligação deste composto a esta parte do receptor é mediada por uma molécula 
de água, o que estabiliza de forma mais fraca a hélice 12, provocando então uma 
menor alteração conformacional e consequentemente uma resposta menos 
pronunciada (10). Este modo de interação do GQ-16 com o PPARγ é semelhante ao 
de outros agonistas parciais tais como PA-082 (13), MRL-24, nTZDpa e BVT.13 (12) 
o que também o caracteriza como um agonista parcial fraco desta isoforma do 
receptor. 
Entretanto, a melhora da resistência à insulina promovida pelo GQ-16 não 
ocorre somente devido à alteração conformacional que este composto causa na 
hélice 12 do receptor, que é o modo clássico de ação dos agonistas de PPARγ. Em 
2010, Choi e colaboradores propuseram um novo mecanismo para explicar como os 
agonistas desta isoforma do receptor aumentam a sensibilidade à insulina. Estes 
autores relataram que as TZDs e outros agonistas parciais agem inibindo a 
fosforilação da serina 273 (Ser-273) do PPARγ pela ciclina dependente de quinase 5 
(Cdk5). A fosforilação deste aminoácido desregula uma série de genes alvos da 
isoforma γ do PPAR, como por exemplo, a adiponectina, que tem sua expressão 
diminuída (11). Conforme demonstrado no estudo de Amato e Rajagopalan (2012), o 
GQ-16 age estabilizando a hélice 3 e a região de folha β do receptor, inibindo, desta 
forma, a fosforilação da Ser-273, conforme proposto por Choi e colaboradores 
(2010). 
O aumento da sensibilidade à insulina aliado à fraca atividade adipogênica 
deste composto são resultados bastante animadores e que levantam a questão se 
outros efeitos adversos causados pelas TZDs também são minimizados pelo GQ-16. 
O aumento do índice de mortes por causas cardiovasculares devido ao uso 
das TZDs pode estar relacionado, juntamente com a retenção hídrica, ao fato destes 
fármacos induzirem o acúmulo de lipídeos no coração. Por ser um agonista parcial, 
os efeitos do GQ-16 no coração podem ser menores em comparação aos das TZDs.  
Baseados em todos esses achados, o nosso intuito é buscar uma 
compreensão mais detalhada do mecanismo de ação do GQ-16 no coração de 








3.1 OBJETIVOS GERAIS 
 
 
Verificar o efeito do GQ-16 sobre a expressão de genes relacionados à 
adipogênese e à inflamação no coração de camundongos com obesidade e 
resistência à insulina induzidas por dieta. 
 
 
3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
 
- Verificar o efeito de diferentes doses de GQ-16 na massa cardíaca de 
camundongos com obesidade e resistência à insulina induzidas por dieta. 
- Investigar o efeito do GQ-16 na expressão de genes relacionados à 
adipogênese e à inflamação no coração de camundongos com obesidade e 
resistência à insulina induzidas por dieta. 
- Verificar o efeito de diferentes doses de GQ-16 na diferenciação de 
fibroblastos isolados do coração de camundongos em adipócitos. 
- Investigar o efeito do GQ-16 na expressão de marcadores protéicos 
relacionados à adipogênese em fibroblastos isolados do coração de camundongos 
diferenciados em adipócitos. 
- Investigar o efeito do GQ-16 na expressão de genes relacionados à 













4.1 GQ-16 E ROSIGLITAZONA 
 
 
O GQ-16 foi gentilmente cedido pelo Prof. Ivan da Rocha Pitta do 
Departamento de Antibióticos da Universidade Federal de Pernambuco e foi 
sintetizado conforme descrição prévia na literatura (27).  
A rosiglitazona foi adquirida da Cayman Chemical. 
Os experimentos foram realizados no Laboratório de Farmacologia Molecular 
da Universidade de Brasília. 
 
 
4.2 CUIDADOS ÉTICOS 
 
 
Este estudo foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso Animal (CEUA) da 
UnB (UnB Doc 27455/2011) e todos os procedimentos adotados estão de acordo 
com os princípios éticos de experimentação animal (o documento encontra-se no 
Anexo A). 
Os animais participantes deste estudo foram adquiridos do Biotério Central do 
Centro de Desenvolvimento de Modelos Experimentais para Medicina e Biologia da 
Universidade Federal de São Paulo (CEDEME - UNIFESP) que forneceu um laudo 
técnico atestando a qualidade sanitária dos animais (análise bacteriológica, 
bioquímica, hematológica e parasitológica) e uma análise de controle genético (teste 
de genotipagem). 
As matrizes para produção dos animais foram fornecidas para o CEDEME 
pelo Rat Resource and Research Center, Columbia, MO – EUA. O transporte destes 
animais até o biotério da UnB foi de responsabilidade do fornecedor (equipe do 





4.3 AMOSTRA E DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 
 
 
A amostra foi composta por 22 camundongos Swiss machos com 3 semanas 
de idade. Estes animais receberam do desmame (3ª semana de idade) até a idade 
adulta (18ª semana) dieta normolipídica (NFD – normal fat diet, grupo controle, 10% 
do total de calorias proveniente de lipídeos) ou dieta hiperlipídica (HFD – high fat 
diet, 60% do total de calorias proveniente de lipídeos - Harlan Teklad - EUA), esta 
última com o intuito de induzir a obesidade e a resistência à insulina.   
Os animais foram mantidos em gaiolas de plástico em um ambiente com 
temperatura média de 24°C e em ciclo claro-escuro de 12/12 horas. A ingestão de 
água e o consumo de dieta (na forma de pellets) foram ad libitum. 
Na 16ª semana de idade, os animais foram subdivididos aleatoriamente em 
seis grupos e receberam veículo (Tween-20 a 0,25% (v/v) diluído em solução 
fisiológica a 0,9%), rosiglitazona (4 mg/kg/dia, agonista total do PPARγ - controle 
positivo) ou GQ-16 (5, 10 ou 20 mg/kg/dia, agonista parcial e específico do PPARγ). 
O tratamento foi feito por gavagem durante a 17ª e a 18ª semana, conforme descrito 
a seguir: 
 
- Grupo Controle: animais alimentados com NFD e tratados com veículo (n = 4) 
- Grupo HFD: animais alimentados com HFD e tratados com veículo (n = 4) 
- Grupo HFD + ROSI: animais alimentados com HFD e tratados com rosiglitazona 
na dose de 4 mg/kg/dia (n = 4) 
- Grupo HFD + GQ-16 (5 mg): animais alimentados com HFD e tratados com GQ-16 
na dose de 5 mg/kg/dia (n = 3) 
- Grupo HFD + GQ-16 (10 mg): animais alimentados com HFD e tratados com GQ-
16 na dose de 10 mg/kg/dia (n = 3) 
- Grupo HFD + GQ-16 (20 mg): animais alimentados com HFD e tratados com GQ-







4.4 PESO CORPORAL E GLICEMIA EM JEJUM 
 
 
Todos os animais foram pesados semanalmente da 3ª a 16ª semana de vida. 
Para a determinação da glicemia em jejum, foi feita a coleta de uma gota de sangue 
por punção da veia caudal e utilizado um glicosímetro (Advantage Boehringer 
Mannheim, EUA). A glicemia foi mensurada uma vez por semana da 12ª a 16ª 
semana de idade. Estas duas variáveis foram avaliadas com o objetivo de 
caracterizar o modelo experimental, ou seja, para mostrar que a dieta hiperlipídica 
induziu a obesidade e a resistência à insulina nos animais. 
 
 
4.5 MASSA CARDÍACA 
 
 
Com o intuito de investigar o efeito de diferentes doses de GQ-16 na massa 
cardíaca, os animais foram eutanasiados na 18ª semana, seguindo as diretrizes 
sugeridas pela American Veterinary Medical Association (28). Os camundongos 
foram anestesiados com o anestésico inalatório isoflurano (Forane, Abbott) e, 
rapidamente eutanasiados por decapitação utilizando guilhotina comercial específica 
para camundongos adultos (Kent Scientific Coporation).  
Em seguida, os corações foram extraídos, pesados em balança analítica e 




4.6 EXPRESSÃO GÊNICA NO CORAÇÃO POR RT-PCR 
 
 
Para verificar o efeito do GQ-16 na expressão de genes relacionados à 
adipogênese e à inflamação no coração de camundongos, inicialmente, o RNA total 
foi extraído do tecido cardíaco utilizando-se o reagente TRIzol® (Invitrogen - EUA) 
conforme as instruções do fabricante. 
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Logo após, foi feita a identificação e a quantificação da expressão do gene 
marcador de adipogênese Fabp4 (fatty acid binding protein 4) nas amostras por 
meio da síntese de DNA complementar (cDNA) por transcrição reversa (RT) seguida 
pela amplificação por reação em cadeia da polimerase em tempo real e quantitativa 
(RT-PCRq).  
Foi utilizado o kit Power SYBR Green-to-Ct ONE STEP (Applied Biosystems – 
EUA) que realiza, em uma única etapa, a síntese do cDNA por RT e a amplificação 
por PCR quantitativa e em tempo real. 
 
 
4.7 ANÁLISE ESTATÍSTICA  
 
 
Para comparar o peso corporal e o perfil glicêmico entre os grupos que 
receberam dieta normolipídica e hiperlipídica, foi utilizado o teste t de Student. Já 
para comparar as variáveis massa cardíaca total, massa cardíaca em relação ao 
peso corporal e expressão gênica entre os diferentes grupos experimentais, foi 
usada a análise de variância de um fator (ANOVA one-way), seguida do pós-teste 
Newman-Keuls. Os dados estão expressos como média e erro-padrão da média e o 
nível de significância adotado foi de p < 0,05. Toda a análise estatística foi realizada 
no programa GraphPad Prism (GraphPad Prism Software, EUA).  
 
 
Etapas ainda não realizadas: 
 
4.8 DIFERENCIAÇÃO CELULAR: FIBROBLASTOS EM ADIPÓCITOS  
 
 
Inicialmente, os fibroblastos serão isolados do coração de camundongos, 
seguindo protocolo disponível na literatura (29). Em seguida, com o objetivo de 
verificar o efeito de diferentes doses de GQ-16 na diferenciação de fibroblastos em 
adipócitos, as células serão cultivadas com DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle 
Medium) contendo soro de bezerro e mantidas em incubadoras a 37°C com 5% de 
CO2 até atingirem 100% de confluência.  
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Após a confluência, as células serão mantidas sob as mesmas condições por 
adicionais 48 horas para que ocorra a parada do crescimento, necessária ao 
processo de diferenciação.  
Depois desse período, a diferenciação será induzida pela substituição do 
meio contendo soro de bezerro por meio DMEM contendo soro fetal bovino, 1 µg/mL 
de insulina, 0,5 nM de isometilbutilxantina e 1 µM de dexametasona (todos os 
reagentes da Sigma-Aldrich®), no qual as células serão mantidas por 3 dias (dia 0 ao 
dia 3). Ao final desse período, o meio indutor da diferenciação será substituído por 
meio de cultura DMEM com 10% de soro fetal bovino, 1 µg/mL de insulina e 1 µM de 
dexametasona, no qual as células serão mantidas até o momento da coleta. 
As células serão tratadas com o veículo DMSO (controle negativo), 
rosiglitazona (controle positivo: 1, 10 e 100 µM) ou GQ-16 (0,1, 1 e 10 µM) em dois 
momentos: do dia 0 ao dia 3 (com o intuito de avaliar o efeito dos ligantes no 
processo de diferenciação, as células serão então coletadas após esse período) e 
do dia 7 ao dia 8 (para investigar o efeito dos ligantes nos adipócitos maduros).  
Para confirmação da adipogênese serão utilizados três métodos: 
- Coloração com o reagente óleo vermelho O; 
- Western Blotting utilizando anticorpos específicos para detectar marcadores 
de adipogênese; 
- Extração de RNA seguida por Quantitative Real-time PCR (qPCR) para 
identificar e quantificar os transcritos dos marcadores de diferenciação de adipócitos. 
Todas as técnicas estão descritas a seguir.  
 
 
4.8.1 Coloração com óleo vermelho O 
 
 
Após a diferenciação, as células serão fixadas com formaldeído 4%, lavadas 
com PBS e coradas com óleo vermelho O (Sigma-Aldrich®) a 0,3%. Este reagente 






4.8.2 Western Blotting 
 
 
Também será verificado o efeito do GQ-16 na expressão de marcadores 
protéicos relacionados à adipogênese nos fibroblastos isolados do coração de 
camundongos diferenciados em adipócitos.  
Após o período de diferenciação, as células serão lisadas utilizando-se uma 
solução contendo 50mM Tris (pH 7,5), 150mM NaCl, 1% Triton X-100 e inibidor de 
protease. O lisado será analisado por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-
PAGE) e transferido para uma membrana de PVDF (Invitrogen®). A membrana será 
bloqueada com caseína a 5% e então incubada com os anticorpos primários 
específicos para detectar os marcadores de adipogênese (anti-FABP4, anti-PPARγ e 
anti-adiponectina, todos da abcam®) e, em seguida, com os anticorpos secundários. 
Após a lavagem da membrana, as proteínas marcadas com os anticorpos serão 
visualizadas por autorradiografia e quimioluminescência usando-se o kit Amersham 
ECL Prime Western Blotting Detection Reagent®. 
 
 
4.8.3 Expressão gênica nos adipócitos 
 
 
Após a diferenciação dos fibroblastos (isolados do coração dos 
camundongos) em adipócitos, será analisado o efeito do GQ-16 na expressão de 
genes relacionados à adipogênese nas células diferenciadas. 
A expressão de Fabp4, PPARγ e Adipoq será feita por meio da RT-PCRq 










5 RESULTADOS PARCIAIS 
 
 
5.1 PESO CORPORAL E GLICEMIA EM JEJUM 
 
 
O peso corporal dos animais que receberam dieta hiperlipídica foi maior na 










































Figura 1: Efeito da dieta HFD no peso corporal (g) dos animais que receberam dieta controle (n = 4) 
ou dieta hiperlipídica (HFD, n = 18) do desmame até a idade adulta. Dados obtidos na 3ª (A) e na 16ª 




Os animais do grupo HFD também apresentaram, na 16ª semana de vida, 





















Figura 2: Efeito da dieta HFD na glicemia em jejum (mg/dL) dos animais que receberam dieta 
controle (n = 4) ou dieta hiperlipídica (HFD, n = 18) do desmame até a idade adulta. Os resultados 
estão expressos como média e erro-padrão da média. *p<0,05 vs. grupo controle. 
 
Estes resultados mostram que a dieta hiperlipídica induziu a obesidade e a 
resistência à insulina, confirmando o modelo experimental proposto.   
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5.2 MASSA CARDÍACA 
 
 
Nenhuma das concentrações de GQ-16 administradas alterou a massa 
cardíaca total. Entretanto, a dieta hiperlipídica aumentou essa variável em 
comparação ao grupo que recebeu dieta normolipídica. E a rosiglitazona diminuiu a 
massa cardíaca total em comparação ao grupo HFD que recebeu veículo. Além 
disso, não foram observadas diferenças na massa cardíaca em relação ao peso 
corporal total dos animais entre os grupos experimentais, embora o tratamento com 
rosiglitazona tenha mostrado uma tendência de redução desta variável (Figura 3). 
 
 



























































Figura 3: Massa cardíaca total (g) (A) e massa cardíaca em relação ao peso corporal (mg/g) (B) dos 
animais que receberam dieta normolipídica (dieta controle n=4) ou dieta hiperlipídica (HFD, n=18) do 
desmame até a vida adulta. Dados obtidos ao final da 18ª semana de vida dos animais. Os resultados 
estão expressos como média e erro-padrão da média. *p<0,05 vs. grupo controle, **p<0,05 vs. grupo 


















5.3 EXPRESSÃO GÊNICA NO CORAÇÃO 
 
 
Ao se comparar os diferentes grupos experimentais, não foram observadas 

























Figura 4: Expressão gênica relativa da Fabp4 no coração após o tratamento com veículo, 

























Os resultados do presente estudo mostram diferentes efeitos de agonistas de 
PPARγ, total e parcial, sobre a massa cardíaca. Desta forma, mais estudos são 
necessários para elucidar o efeito de ligantes de PPARγ com distintas propriedades 
farmacológicas no tecido cardíaco e, além disso, determinar as implicações destas 
diferenças. 
Considerando que além de regular a adipogênese, a ativação do PPARγ 
também está relacionada com efeitos anti-inflamatórios, a próxima etapa será avaliar 
os efeitos da rosiglitazona e do GQ-16 sobre a expressão de genes relacionados à 
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ANEXO A – DOCUMENTO DE APROVAÇÃO PELA COMISSÃO DE ÉTICA 
NO USO DE ANIMAIS - CEUA/FM 
 
